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V svetu vse bolj narašĉa problem odpornosti bakterij, ki povzroĉajo bolezni (patogene 
bakterije), proti antibiotikom. Odpornost proti antibiotikom je pri bakterijah bodisi 
prirojena bodisi pridobljena. Za slednjo velja, da se lahko prenaša znotraj iste generacije 
bakterij (horizontalni prenos genov). 
 
Tudi mleĉnokislinske bakterije in bifidobakterije, ki so obiĉajne predstavnice ĉrevesne 
mikrobiote ljudi in ki jih zaradi njihovih tehnoloških lastnosti in/ali ugodnih uĉinkov na 
zdravje uporabljajo v proizvodnji fermentiranih ţivil in probiotiĉnih izdelkov, lahko 
vsebujejo genske elemente, povezane z odpornostjo proti antibiotikom, pomembnim v 
medicini. Tako lahko predstavljajo doloĉeno tveganje za  prenos odpornosti na patogene 
bakterije, do katerega lahko pride tudi v našem ĉrevesju, ki je poseljeno z velikim številom 
bakterij, ki so v tesnih stikih. 
 
Prenosa genov za odpornost proti antibiotikom iz laktobacilov ali bifidobakterij na 
patogene bakterije sicer še niso dokazali, so pa zabeleţili prenos genov za odpornost proti 
eritromicinu in tetraciklinu iz laktobacilov v Enterococcus faecalis in prenos gena tet(W) 
med bifidobakterijami.   
 
Humani kolostrum in humano mleko vsebujeta številne bakterije, vkljuĉno z 
mleĉnokislinskimi bakterijami in bifidobakterijami, ki predstavljajo v prvih mesecih 
ţivljenja najpomembnejši vir normalno prisotne (komenzalne) mikrobiote za prebavila 
dojenih otrok. Mikrobiota iz kolostruma in mleka je za razvoj otrokovih prebavil in s 
stališĉa zašĉite pred infekcijami zelo pomembna, manj pa je znanega o tem, ali morda 
lahko predstavlja tudi rezervoar genov za odpornost proti antibiotikom. 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Z gojitvenimi in molekularnimi metodami smo raziskali prisotnost odpornosti proti 
tetraciklinu in eritromicinu, ki veljata za bolj tvegani (riziĉni) za horizontalni prenos, med 
mleĉnokislinskimi bakterijami in bifidobakterijami, osamljenimi iz vzorcev kolostruma in 
mleka slovenskih mater. Odpornost proti kanamicinu smo dodali iz razloga, ker so 
predhodni rezultati pokazali nepriĉakovano veliko zastopanost med izolati iz humanega 
mleka in se postavlja vprašanje upraviĉenosti s strani Evropske agencije za varnost hrane 
(EFSA) postavljenih mejnih vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij. Pri izolatih, 
pri katerih so rezultati mikrodilucijske metode pokazali odpornost proti kateremu od 
izbranih antibiotikov, smo z veriţno reakcijo s polimerazo (metoda PCR) raziskali 
morebitno prisotnost genov, povezanih z odpornostjo proti tetraciklinu, eritromicinu in 
kanamicinu ter s tem povezanim tveganjem za horizontalni prenos na druge bakterije. 
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 Humano mleko (kolostrum in zrelo mleko) dojeĉih mater vsebuje mleĉnokislinske 
bakterije in bifidobakterije, ki izkazujejo fenotipsko odpornost proti eritromicinu, proti 
tetraciklinu ali proti obema antibiotikoma. 
 
 Pri izolatih mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij, odpornih proti enemu ali 
obema antibiotikoma, bomo v genomu našli katerega od znanih genov, povezanih s to 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 HUMANO MLEKO  
 
Humano mleko je kompleksna mešanica molekul, ki novorojenĉku omogoĉajo pokritje 
energijskih potreb, rast in razvoj ter zašĉito pred okuţbami (infekcijami). Vsebuje 
pribliţno 87 % vode in 13 % suhe snovi. Njegova sestava se tekom dojenja spreminja. V 
povpreĉju vsebuje 6,9 % ogljikovih hidratov, 4 % mašĉob, 1,2 % beljakovin ter nekaj 
mineralov (kalcij, fosfor) in vitaminov (A, D) ter 68 kcal/100 ml (Pereira, 2014). 
 
Pri zašĉiti dojenĉka pred infekcijami imajo pomembno vlogo biološko aktivne beljakovine 
(proteini oziroma peptidi) ter oligosaharidi humanega mleka. Slednji predstavljajo tretjo 
najbolj zastopano komponento humanega mleka, saj jih mleko 4 dni po rojstvu vsebuje 
pribliţno 20,9 g/l, zrelo mleko pa 12,9 g/l (Andreas in sod., 2015). Sluţijo kot izkoristljivi 
vir energije za nekatere ĉloveku koristne bakterije kot so npr. predstavnice 
Bifidobacterium longum ssp. infantis. Poleg tega je pomembna njihova zmoţnost 
prepreĉevanja vezave mikroorganizmov, ki povzroĉajo bolezni (patogeni 
mikroorganizmi), na površino epitelijskih celic ĉrevesja, protimikrobna aktivnost ter vpliv 
na celiĉni odgovor ĉrevesnih in imunskih celic (Bode, 2015). 
 
Dolgotrajno prepriĉanje, da je humano mleko sterilna tekoĉina, prisotnost bakterij v njem 
pa kveĉjemu posledica stika z materino koţo in ostalim okoljem, ţe nekaj let ne drţi veĉ. 
Danes vemo, da predstavlja humano mleko bogat vir razliĉnih bakterij, pri ĉemer naj bi 
najveĉji deleţ predstavljale bakterije iz rodov Staphylococcus, Streptococcus in 
Pseudomonas (McGuire M. K. in McGuire M. A., 2017). Poleg njih so iz humanega 
kolostruma in mleka pogosto osamili tudi nekatere mleĉnokislinske bakterije, 
korinebakterije, propionibakterije in bifidobakterije (Rodriguez, 2014). Izkljuĉno dojeni 
otroci naj bi z mlekom dnevno zauţili kar 7-8·109 bakterijskih celic (McGuire M. K. in 
McGuire M. A., 2017).  
 
O izvoru bakterij v humanem mleku se je v zadnjih letih pojavljalo veliko dilem. S 
prvotno domnevo, da je prisotnost bakterij v humanem mleku zgolj posledica 
kontaminacije le tega z bakterijami na materini koţi in v dojenĉkovi ustni votlini, namreĉ 
ni mogoĉe pojasniti prisotnosti anaerobnih bakterijskih vrst, še posebej bifidobakterij 
(Rodriguez, 2014). Enako velja za laktobacile in enterokoke, saj se je izkazalo, da se 
izolati iz humanega mleka genotipsko razlikujejo od tistih, ki so jih izolirali s koţe 
dojenĉka in matere (Fernandez in sod., 2013). Te bakterije se tako najverjetneje prenesejo 
iz materinega ĉrevesja v humano mleko preko ĉrevesno-mleĉne poti. Slika 1 prikazuje 
moţne izvore mikrobiote humanega mleka, vkljuĉno s ĉrevesno-mleĉno potjo, pri kateri 
naj bi dendritiĉne celice v ĉasu pozne noseĉnosti in v obdobju dojenja omogoĉale prenos 
nepatogenih bakterij iz lumna ĉrevesja do drugih lokacij, vkljuĉno z mleĉno ţlezo. 
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Slika 1: Moţni izvori bakterij v humanem mleku (povzeto po Rodriguez, 2014) 
 
Sestava humanega mleka se tako s kemiĉnega kot tudi mikrobiološkega vidika tekom 
dojenja spreminja. Humano mleko delimo na kolostrum, prehodno in zrelo mleko 
(Andreas in sod., 2015). Za kolostrum je v primerjavi z zrelim mlekom znaĉilna veĉja 
mikrobna pestrost. V kolostrumu prevladujejo bakterije iz rodov Weissella, Leuconostoc, 
Staphylococcus, Streptococcus in Lactococcus, medtem ko v zrelem mleku tekom dojenja 
vse bolj narašĉa deleţ bifidobakterij in enterokokov, precej je tudi bakterij iz rodov 
Veillonella, Prevotella, Leptotrichia, ki so tipiĉni naseljevalci ustne votline (Cabrera-
Rubio in sod., 2012; Khodayar-Pardo in sod., 2014).  
 
Sestava humanega mleka se med materami precej razlikuje, saj nanjo vpliva naĉin poroda, 
noseĉnostna (gestacijska) starost, uporaba zdravil, zlasti antibiotikov, zdravstveno stanje, 
prehrana in ţivljenjski slog matere, geografska regija ter genetika (Gomez-Gallego in sod., 
2016).  
 
Dojenje naj bi zmanjševalo tveganje za pojav nekrotizirajoĉega enterokolitisa, driske, 
alergij, astme, vnetne ĉrevesne bolezni, sladkorne bolezni in debelost i (Guaraldi in 
Salvatori, 2012). Zato se priporoĉa izkljuĉno dojenje otrok do dopolnjenega 6 meseca 
starosti ter kasnejše nadaljevanje dojenja ob uvajanju prehrane najmanj do drugega leta 
starosti (PAHO/WHO, 2002). 
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2.2 BAKTERIJE V HUMANEM KOLOSTRUMU IN MLEKU 
 
2.2.1 Mlečnokislinske bakterije 
 
Mleĉnokislinske bakterije (MKB) so po Gramu pozitivne, aerotolerantne bakterije v obliki 
kokov ali palĉk, ki proizvajajo mleĉno kislino kot enega glavnih produktov fermentacije 
ogljikovih hidratov (von Wright in Axelsson, 2012). Najveĉji deleţ MKB predstavlja rod 
Lactobacillus (L.) z veĉ kot 212 opisanimi vrstami, sicer pa mednje prištevamo tudi rodove 
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Pediococcus, 
Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus in Streptococcus (Abriouel in sod., 
2015; Gueimonde in sod., 2013; von Wright in Axelsson, 2012).   
 
Predstavnike laktobacilov najdemo v prebavnem traktu ljudi in ţivali ter nekaterih ţivilih. 
So pomemben del vaginalne mikrobiote in tudi mikrobiote humanega mleka, iz katerega so 
tako Martin in sod. (2007) kot tudi Tušar in sod. (2014) izolirali L. fermentum, L. gasseri 
in L. salivarius. Poleg teh so Martin in sod. (2007) iz rodu laktobacilov identificirali še L. 
rhamnosus, Tušar in sod. (2014) pa L. reuteri. Zaradi dolgoletne varne uporabe v 





Bifidobakterije so negibljive, anaerobne, nesporulirajoĉe, po Gramu pozitivne bakterije 
(Biavati in Mattarelli, 2012). Prviĉ jih je iz blata dojenih otrok osamil Tissier leta 1899 in 
jih poimenoval Bacillus bifidus (Ventura in sod., 2012). Rod Bifidobacterium (B.) 
uvršĉajo v deblo Actinobacteria, red Bifidobacteriales in druţino Bifidobacteriaceae. 
Naseljujejo prebavni trakt ljudi in ţivali. Ker imajo pomembno vlogo pri vzdrţevanju 
mikrobnega ravnovesja v ĉloveškem prebavnem traktu, se uporabljajo kot probiotiki 
(bakterije, ki imajo ugoden vpliv na naše zdravje, ĉe jih zauţijemo v zadostni koliĉini)  
(van Hoek in sod., 2008). O infekcijah, pri katerih so bile soudeleţene bifidobakterije, so 
poroĉali le v primeru bolnikov z oslabljenim imunskim sistemom (Guiemonde in sod., 
2013). Kot patogena je znana le ena vrsta bifidobakterij – B. dentium (Meile in sod., 
2008), sicer pa imajo tudi bifidobakterije status GRAS. 
 
2.3 ODPORNOST BAKTERIJ PROTI ANTIBIOTIKOM 
 
Odpornost bakterij proti antibiotikom je bodisi prirojena (intrinziĉna) bodisi pridobljena. 
Za prvo, ki ji pravimo tudi naravna, je znaĉilno, da se pojavlja pri veliki veĉini 
predstavnikov doloĉene vrste bakterij in prenaša z generacije na generacijo, s tako 
imenovanim vertikalnim prenosom genov. O pridobljeni odpornosti pa govorimo, kadar jo 
zasledimo le pri nekaterih sevih iste vrste. Pridobljena odpornost je lahko posledica 
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mutacij ali izmenjave genov med bakterijami (Normark B. H. in Normark S., 2002). 
Slednja lahko pomeni veliko tveganje za horizontalni prenos med bakterijami, še posebej 
ĉe se genetski zapis zanjo nahaja na mobilnih genskih elementih, kot so transpozoni, 
integroni in plazmidi (Devirgiliis in sod., 2013). 
 
Prirojena (intrinziĉna) odpornost proti antibiotiku je najveĉkrat posledica katerega od 
sledeĉih mehanizmov: proizvodnja encimov za inaktivacijo ali razgradnjo molekule 
antibiotika, uĉinkovito odstranjevanje molekul antibiotika z izlivnimi ĉrpalkami ali oteţen 
privzem kot posledica zmanjšane prepustnosti membrane, odsotnost ali spremembe 
tarĉnih mest in spremembe tarĉnih presnovnih (metabolnih) poti (Sharma in sod., 2014). 
 
Horizontalni prenos genov je lahko posledica transdukcije (prenos bakterijskega 
genetskega materiala iz ene bakterije v drugo s pomoĉjo bakterijskega virusa 
(bakteriofaga)) ali tranformacije (privzem proste DNA, ki se je npr. sprostila iz druge 
mrtve bakterijske celice), najveĉkrat pa konjugacije (izmenjava genskega materiala preko 
direktnega kontakta med bakterijskima celicama) (Fraqueza, 2015). 
 
2.3.1 Laktobacili  in odpornost proti antibiotikom 
 
Predstavniki laktobacilov so praviloma obĉutljivi za penicilin in betalaktame ter za nizke 
koncentracije številnih zaviralcev proteinske sinteze kot so kloramfenikol, makro lidi, 
linkozamidi in tetraciklin. Odporni pa so proti aminoglikozidom, veĉini zaviralcev sinteze 
nukleinskih kislin in v precejšnji meri tudi proti cefalosporinom (Guiemonde in sod., 
2013). 
 
Med laktobacili so najpogostejši pridobljeni geni za odpornost proti antibiotikoma 
tetraciklin in eritromicin, najveĉkrat tet(M) in erm(B) (Abriouel in sod., 2017; Devirgiliis 
in sod., 2013). Laktobacili so verjetno gene za odpornost pridobili od stafilokokov in 
enterekokov s prenosom preko plazmidov in transpozonov kot so Tn916-Tn1545 in 
Tn1546 (Abriouel in sod., 2015). Devirgiliis in sod. (2009) so dokazali, da je odpornost 
proti tetraciklinu pri L. paracasei posledica prisotnosti konjugativnega transpozona Tn916, 
ki nosi zapis za gen tet(M) in katerega prenos na E. faecalis so v tej študiji ravno tako 
dokazali. Egervärnu in sod. (2009b) pa ni uspelo dokazati prenosa enega med laktobacili 
najpogosteje odkritih genov za odpornost proti tetraciklinu, tet(W), s probiotiĉnega seva L. 
reuteri na enterokoke, bifidobakterije in laktobacile v humanem ĉrevesju. 
 
2.3.2 Bifidobakterije in odpornost proti antibiotikom 
 
Za bifidobakterije je znaĉilna prirojena odpornost proti antibiotiku mupirocinu, ki ga 
poslediĉno uporabljamo za selektivno gojenje bifidobakterij. Prav tako ne kaţejo 
obĉutljivosti za visoke koncentracije aminoglikozidnih antibiotikov. Nasprotno pa njihovo 
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rast zavrejo ţe nizke koncentracije makrolidnih in betalaktamskih antibiotikov, 
vankomicina, kloramfenikola, rifampicina in spektinomicina (Guiemonde in sod., 2013).  
 
Podatki o determinantah odpornosti proti antibiotikom so omejeni na makrolidne 
antibiotike in antibiotik tetraciklin (Guiemonde in sod., 2013). Geni za odpornost proti 
slednjemu so pri bifidobakterijah pogosti, še posebej tet(W), za katerega so dokazali 
prenos  med B. longum in B. adolescentis (Kazimierczak in sod., 2006). Omenjeni gen je 
bil najden tudi v B. animalis ssp. lactis, podvrsti, ki je v industriji zelo prisotna (Meile in 
sod., 2008). Med geni za odpornost proti eritromicinu pa so van Hoek in sod. (2008) 
ugotovili prisotnost erm(X), ki se nahaja na transpozonu Tn5432. 
 
Na podlagi študije celotnih bakterijskih genomov bifidobakterij Duranti in sod. (2017) 
ugotavljajo, da se le majhen deleţ (1 %) rezistoma nahaja v bliţini mobilnih genskih 
elementov, ki omogoĉajo prenos genov za odpornost na druge bakterije. Od drugih 
bakterij naj bi bifidobakterije pridobile pribliţno 6 % rezistoma, najverjetneje od bakterij 
iz rodov Gardnerella in Lactobacillus, s katerimi si delijo svoj ţivljenjski prostor. Isti 
raziskovalci ugotavljajo, da so geni za odpornost proti antibiotikom, kot je razvidno iz 
Slike 2,  številĉnejši pri bifidobakterijah iz ĉrevesja otrok, zdravljenih z antibiotiki, 
medtem ko pri zdravih dojenĉkih in nedonošenĉkih od prvega tedna po rojstvu njihovo 
število narašĉa, a nikoli ne doseţe tako velikega števila kot pri otrocih, ki so zdravljeni z 
antibiotiki. V obdobju 60-360 dni po rojstvu pa se koliĉina genov za odpornost stabilizira 
na vrednost, primerljivo s koliĉino genov za odpornost pri bifidobakterijah, izoliranih iz 
ĉrevesja odraslih. Iz omenjenega je mogoĉe sklepati, da zaradi intenzivnega antibiotiĉnega 
zdravljenja gostitelja (ĉloveka), pri bifidobakterijah prihaja do selekcijskega pritiska, ki 




Slika 2: Povpreĉni deleţ zapisov za gene za odpornost glede na celotno gensko sekvenco bifidobakterij; 
številke pomenijo število dni od rojstva, oznaka N se nanaša na nedonošenĉke, Z na zdrave dojenĉke, ZO 
oznaĉuje z antibiotiki zdravljene otroke, ODR. pa odrasle (povzeto po Duranti in sod., 2017) 
 
2.3.3 Ugotavljanje odpornosti proti antibiotikom 
 
Za ugotavljanje obĉutljivosti za antibiotike se uporabljajo fenotipske metode (E-test, 
razredĉevalne metode v agarju ali bujonu, difuzija v agarju z diski), molekularne metode 
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(mikromreţe in PCR) ter sekvenciranje celotnega bakterijskega genoma. Odpornost proti 
antibiotikom je potrebno preverjati za vse seve, ki jih nameravamo uporabljati v prehrani 
ljudi in ţivali, in sicer proti naslednjih antibiotikom: ampicilin, vankomicin, gentamicin, 
kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin in kloramfenikol (EFSA, 
2012).  
 
S fenotipskimi metodami ugotavljamo minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC). 
Vrednost MIC predstavlja najniţjo koncentracijo antibiotika, ki zavre rast testiranega 
bakterijskega seva. Le to primerjamo z mejnimi vrednostmi MIC, ki jih je postavila EFSA 
(2012). Sevi, katerih vrednost MIC je manjša ali enaka mejni vrednosti MIC, veljajo za 
obĉutljive za izbran antibiotik, sevi z vrednostjo MIC veĉjo od mejne pa za odporne proti 
izbranemu antibiotiku. Uporaba prvih za prehrano ljudi in ţivali je z vidika tveganja 
prenosa odpornosti proti antibiotikom sprejemljiva. Pri sevih z izkazano fenotipsko 
odpornostjo pa je potrebno ugotoviti ali gre za naravno ali pridobljeno odpornost. Ĉe se 
izkaţe, da je odpornost proti antibiotiku intrinziĉna ali pridobljena z mutacijami, potem je 
uporaba seva dovoljena, medtem, ko sevov, pri katerih je odpornost proti antibiotiku 
posledica pridobljenih genov ali genetsko ozadje odpornosti ni poznano, ne smemo 
uporabljati (EFSA, 2012). 
 
Za preverjanje fenotipsko izkazane odpornosti so bile razvite razliĉne standardizirane, 
kvantitativne metode, kot so E-testi in razredĉevalne metode v agarju ali bujonu (serijske 
dvakratne razredĉitve) (Abriouel in sod., 2015). Pri E-testih se uporabljajo listiĉi z 
narašĉajoĉimi koncentracijami antibiotika. Z listiĉev je mogoĉe direktno odĉitati 
koncentracijo antibiotika, kjer ni veĉ rasti. Pri razredĉevalni metodi, ki jo za 
mleĉnokislinske bakterije in bifidobakterije predpisuje tudi standard ISO (ISO 10932, 
2012), se uporablja mikrodilucijske plošĉe, kjer se v zaporedne luknjice nanaša 
narašĉajoĉe koncentracije antibiotika. V smeri narašĉajoĉe koncentracije antibiotika 
vrednost MIC predstavlja prva luknjica, pri kateri se rast bakterij ne pojavi. Obstajajo tudi 
razliĉne delno ali v celoti kvalitativne metode za posredno doloĉanje vrednosti MIC, ki za 
mleĉnokislinske bakterije in bifidobakterije niso tako uporabne, ker ni na voljo ustreznih 
kriterijev za interpretacijo rezultatov. Ena takšnih metod je difuzija v agarju z diski, na 
katere je nanešena znana koncentracija antibiotika. Okrog teh diskov se po inkubaciji 
izmeri premer inhibicijske cone (obmoĉje okrog diska, kjer ni rasti bakterij). Ta metoda je 
razširjena za testiranje kliniĉno zanimivih bakterij, za katere obstajajo standardi, ki 
vsebujejo mejne vrednosti izmerjenih premerov con inhibicije, na podlagi katerih 
presodimo, ali so sevi obĉutljivi za posamezni antibiotik.  
 
Ker nam dajo fenotipske metode odgovor le na to ali gre za obĉutljiv ali odporen sev, je 
potrebno z drugimi metodami pri odpornih sevih preveriti še genetsko ozadje fenotipsko 
izkazane odpornosti. Ena takšnih je veriţna reakcija s polimerazo (PCR) za ugotavljanje 
prisotnosti znanih genov za odpornost z uporabo ustreznih zaĉetnih oligonukleotidov, ki 
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smo jo uporabili tudi v tej nalogi. Pomanjkljivost te metode je zmoţnost ugotavljanja 
prisotnosti zgolj znanih genov pridobljene odpornosti in zato sta vse bolj v ospredju 
genomsko sekvenciranje in metagenomske analize (Abriouel in sod., 2017). Prednost 
slednje je med drugim moţnost analize bakterijskega genoma brez predhodnega 
namnoţevanja bakterij v laboratoriju, s ĉimer dobimo vpogled tudi v gene za odpornost 
tistih bakterij, ki jih sicer s klasiĉnimi gojitvenimi metodami v laboratoriju ne bi uspeli 
namnoţiti in analizirati. Takšnih naj bi bilo kar 99 % (Abriouel in sod., 2017). 
 
2.3.2 Antibiotiki, obravnavani v tej raziskavi 
 
2.3.2.1 Tetraciklin  
 
Tetraciklin je širokospektralni antibiotik, ki ga sintetizirajo bakterije iz rodu Streptomyces 
in za katerega je znaĉilno bakteriostatiĉno delovanje (Encyclopaedia Britannica, 2013). 
Tarĉno mesto njegovega delovanja je bakterijski ribosom. V 60-ih in 70-ih letih prejšnjega 
stoletja so tetraciklin intenzivno uporabljali kot rastni promotor pri vzreji ţivine in zato ne 
preseneĉa, da je odpornost ravno proti temu antibiotiku med mleĉnokislinskimi 
bakterijami najbolj razširjena. Geni za odpornost proti tetraciklinu so zaradi njihove 





Eritromicin spada med makrolidne antibiotike. Prviĉ so ga izolirali v 50-ih letih 20. 
stoletja iz Streptomyces erythraues. Odvisno od koncentracije in vrste bakterij ima 
bakteriostatiĉen in/ali bakteriociden uĉinek, tarĉno mesto njegovega delovanja je ribosom. 
Uporablja se za zdravljenje okuţb grla, pljuĉnice in nekaterih drugih bolezni. Je 
alternativna izbira za ljudi, ki ne prenašajo penicilina. Med povzroĉitelji bolezni, ki so 
obĉutljivi za eritromicin, so Staphylococcus aureus, veĉ vrst rodu Streptococcus in 
Mycoplasma, Legionella pneumophila in Corynebacterium diptheriae (Devirgiliis in sod., 




Kanamicin uvršĉamo med aminoglikozidne antibiotike. Sintetizirajo ga bakterije vrste 
Streptomyces kanamyceticus. Uporablja se za zdravljenje infekcij, ki jih povzroĉajo E. 
coli, E. aerogenes, K. pneumoniae, S. marcescens ter bakterije rodu Acinetobacter  in 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
V nalogi smo prouĉevali odpornost mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz humanega 
kolostruma in mleka proti antibiotikom tetraciklinu, eritromicinu in kanamicinu. 
Bakterijske seve smo osamili iz vzorcev humanega mleka in kolostruma ter v analize 
vkljuĉili še seve iz zbirke Inštituta za mlekarstvo in probiotike, ki so bili predhodno 
pridobljeni iz vzorcev humanega mleka in kolostruma.  
 
Vzorce mleka in kolostruma smo nacepili na gojišĉi Rogosa in Wilkins-Chalgren  z 
dodatkom mupirocina (WCA-mup). Sledila je genotipizacija bakterij iz kolonij z metodo 
RAPD in izbor predstavnikov z razliĉnimi vzorci pomnoţkov. Izbrane bakterijske kolonije 
smo nato preĉistili ter namnoţili v tekoĉem gojišĉu MRS. Temu je sledila izolacija DNA, 
pomnoţitev 16S rDNA, sekvenciranje in po doloĉitvi vrste sevov ugotavljanje obĉutljivosti 
sevov za izbrane antibiotike. Pri sevih, ki so presegali mejne minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIC), smo preverjali še prisotnost najbolj znanih genov za odpornost proti 
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V nalogo smo vkljuĉili 39 vzorcev humanega mleka, od tega 1 vzorec kolostruma ter 38 
vzorcev zrelega humanega mleka, iz katerih smo nameravali osamiti razliĉne seve 
predvsem laktobacilov in bifidobakterij. Vzorci so bili zbrani v okviru projekta Vloga 
materinega mleka v razvoju ĉrevesne mikrobiote dojenĉka (ARRS-RPROJ-J4–3606), ki je 
potekal med letoma 2010 in 2012. Bakterijskim sevom, ki smo jih osamili (Preglednica 5), 
smo prikljuĉili še 56 sevov, pridobljenih v okviru predhodnih raziskav (Preglednica 6). Ti 
so bili do analize shranjeni pri temperaturi -20 ˚C v tekoĉem gojišĉu MRS z dodatkom 
glicerola.  
3.1.2 Gojišča 
3.1.2.1 Gojišĉe Rogosa  
 
Gojišĉe Rogosa (Merck, Darmstadt, Nemĉija) smo pripravili po navodilih proizvajalca in 
ga  razlili v petrijeve plošĉe. Uporabili smo ga za selektivno gojenje laktobacilov. 
3.1.2.2 Gojišĉe Wilkins-Chalgren z dodatkom mupirocina  (WCA-mup) 
 
Gojišĉe WCA (Oxoid, Hampshire, Anglija) smo pripravili po navodilih proizvajalca. Po 
avtoklaviranju smo gojišĉe ohladili, dodali mupirocin (v 200 ml gojišĉa smo dodali 10 mg 
mupirocina, predhodno raztopljenega v 500 µl 96-% etanola) in ga razlili v petrijeve 
plošĉe. Gojišĉe WCA je namenjeno gojenju anaerobnih mikroorganizmov, z dodatkom 
mupirocina pa smo ustvarili selektivno gojišĉe za bifidobakterije, ki so odporne proti temu 
antibiotiku. 
3.1.2.3 Tekoĉe gojišĉe MRS 
 
Tekoĉe gojišĉe MRS (Merck) smo pripravili po navodilih proizvajalca, ga porazdelili v 
epruvete po 10 ml in avtoklavirali 15 minut pri 115 ˚C.  Uporabili smo ga za gojenje 
mleĉnokislinskih  bakterij. 
 
Za gojenje bifidobakterij smo gojišĉu pred avtoklaviranjem dodali še L-cistein hidroklorid 
(Merck) v koncentraciji 0,03 g/100 ml gojišĉa. 
3.1.2.4 Trdno gojišĉe MRS  
 
Za pripravo trdnega gojišĉa MRS smo zatehtali 52,2 g MRS bujona (Merck) in dodali 1000 
ml demineralizirane vode. To smo premešali na magnetnem mešalu in s pomoĉjo 5 M 
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NaOH ali 5 M HCl uravnali pH na vrednost 6,8-7,0. Po uravnavanju pH smo gojišĉe prelili 
v manjše stekleniĉke, v katere smo predhodno zatehtali agar agar (3 g agar agarja na 200 
ml bujona). Sledila je 15 minutna sterilizacija v avtoklavu pri temperaturi 115 ˚C in nato 
razlitje gojišĉa v petrijeve plošĉe. Tako pripravljeno gojišĉe ima pH 6,2 ± 2. Na tem 
gojišĉu smo gojili tako mleĉnokislinske bakterije kot tudi bifidobakterije. 
3.1.2.5 Tekoĉe gojišĉe LSM  
 
Gojišĉe LSM za ugotavljanje obĉutljivosti za antibiotike smo pripravili z mešanjem dveh 
gojišĉ, ITS (Oxoid) in MRS. Gojišĉi smo loĉeno pripravili po navodilih proizvajalca in ju 
nato mešali 9:1 (450 ml gojišĉa ITS in 50 ml gojišĉa MRS). Nato smo uravnali pH gojišĉa 
na 6,85 ± 0,1. Gojišĉe smo razdelili na dva dela in v tisti del, ki smo ga nameravali 
uporabiti za bifidobakterije, dodali še 0,03 g cisteina na vsakih 100 ml gojišĉa. Obe gojišĉi 
smo nato prelili v epruvete ter jih avtoklavirali 15 minut pri 115 ˚C.  
3.1.3 Fiziološka raztopina 
 
Fiziološko raztopino smo pripravili z raztapljanjem tablet »Ringer«  (Merck) po navodilih 
proizvajalca in pripravljeno raztopino razdelili v epruvete po 9 ml. Zaprte epruvete smo 
zatem avtoklavirali (121 ˚C, 15 minut) in po ohladitvi shranili v hladilniku ter nato 
uporabili za razredĉevanje vzorcev. 
3.1.4 Reagenti za izolacijo DNA 
 
- komplet reagentov Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, ZDA) 
- 50 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, ZDA) 
- lizocim (Sigma-Aldrich) 
- raztopina mutanolizina (2500 U/ml) (Sigma-Aldrich) 
- izopropanol (Merck) 
- 70-odstotni etanol (Merck) 
3.1.5 Reagenti za izvedbo PCR 
 
- demineralizirana in mikrofiltrirana voda (MilliQ) 
- zaĉetni oligonukleotidi so bili izdelani v Integrated DNA Technologies (Coralville, ZDA) 
(M13, tetW-FW, tetW-RV, aac(6’)-aph(2’’) F in aac(6’)-aph(2’’) R) ali v podjetju Sigma-
Aldrich (Saint Louis, ZDA) 
- 10 mM dNTP (Thermo scientific, Walthman, ZDA)  
- komplet reagentov Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega), ki ga sestavljajo: pufer 
Go Taq Flexi, magnezijev klorid (MgCl2) in polimeraza Go Taq DNA  
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3.1.6 Reagenti za izvedbo agarozne elektroforeze 
 
- pufer TAE (tris acetatni pufer, pH 8,0) 
- agaroza (Sigma-Aldrich) 
- barvilo SYBR Safe (Invitrogen, Oregon, ZDA) 
- molekulski oznaĉevalec velikosti 1kb DNA Ladder (Invitrogen) 
3.1.7 Antibiotiki 
 
- tetraciklin hidroklorid (Sigma-Aldrich), 95-odstotna aktivnost 
- eritromicin (Sigma-Aldrich), aktivnost 850 µg/mg 
- kanamicin sulfat (EMD Chemicals, Gibbstown, ZDA), aktivnost 700 µg/mg 
3.1.8 Laboratorijska oprema 
 
- tehtnici: AT 400 (Mettler Toledo, Nemĉija), PBJ 4200 (Kern, Nemĉija) 
- mikrovalovna peĉica (Bosch, Nemĉija) 
- avtoklav A-21 CA (Kambiĉ, Slovenija) 
- vodna kopel (Kambiĉ) 
- magnetno mešalo (Tehtnica, Slovenija) 
- hladilniki 
- zamrzovalna omara 
- gorilniki 
- laminarij M12 (Iskra Pio, Slovenija) 
- inkubator (Binder, ZDA) 
- vrtinĉni mešalniki 
- mikroskop (Leica, Nemĉija) 
- naprava za agarozno gelsko elektroforezo (Bio Rad Laboratories, ZDA) 
- UV-transiluminator Uvitec (Cambridge, Anglija) 
- centrifuga Mikro 22R (Hettich, Nemĉija) 
- naprava za PCR SureCycler 8800 (Agilent Technologies, ZDA) 
3.2 METODE 
3.2.1 Nacepljanje vzorcev mleka in kolostruma na selektivna gojišča 
 
Vzorci humanega mleka so bili odvzeti loĉeno iz leve in desne dojke ter shranjeni v 
zamrzovalniku pri -80 °C. Pred nacepljanjem smo jih odtalili, zdruţili enak volumen mleka 
iz obeh dojk ter premešali. Po 100 µl tako pripravljenega vzorca smo nacepili na gojišĉi 
Rogosa in WCA-mup (razredĉitev 10
-1
). Pripravili smo tudi 10-kratno razredĉitev vzorca v 
fiziološki raztopini ter jo prav tako po 100 µl nacepili na omenjeni gojišĉi (razredĉitev    
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). Po 72 urni inkubaciji plošĉ pri 37 ˚C v anaerobnih pogojih (GENbox sistem, 
BioMérieux, Marcy l'Etoile, Francija) je sledil pregled plošĉ in izbira po 10 kolonij iz 
vsakega vzorca (5 z vsakega gojišĉa) za nadaljnje analize. Vse analize so potekale v 
aseptiĉnih pogojih. 
3.2.2 Primerjava izolatov z analizo RAPD    
 
Po konĉani inkubaciji smo z vsakega gojišĉa nakljuĉno izbrali po pet kolonij za nadaljnje 
analize. 
3.2.2.1 Mikroskopski pregled izolatov z gojišĉa WCA 
 
Izbrane kolonije z gojišĉa WCA smo nato najprej pregledali pod mikroskopom, da bi 
izloĉili tiste, ki po mikromorfoloških lastnostih izrazito odstopajo od bifidobakterij. 
Mikroskopski preparat smo pripravili tako, da smo na objektno stekelce kanili kapljico 
fiziološke raztopine ter s sterilnim zobotrebcem prenesli del izbrane kolonije v to kapljico. 
Po fiksaciji smo preparat obarvali še z vijoliĉnim barvilom Color Gram 2-F (BioMérieux). 
Na mikroskopskem preparatu smo iskali znaĉilno obliko bifidobakterij – paliĉice ali 
bakterije v obliki ĉrk Y oz V. Ĉe teh pri posamezni koloniji nismo našli, smo jo izloĉili. 
3.2.2.2 Izolacija DNA iz bakterijskih kolonij 
 
Vse izbrane kolonije s plošĉ z gojišĉem Rogosa ter vse kolonije s plošĉ z gojišĉem WCA, 
ki bi glede na mikromorfoloških lastnosti lahko bile bifidobakterije, smo s sterilnim 
zobotrebcem prenesli v mikroepruvete, v katere smo predhodno odpipetirali 15 µl pufra 
Green GoTaq Flexi (5 x). Sledilo je centrifugiranje ter 15 minutno segrevanje vzorcev pri 
99 ˚C v napravi za PCR z namenom razbitja celic in sprostitve DNA. Po konĉanem 
segrevanju smo v isti napravi vzorce tudi ohladili na 4 ˚C. 
3.2.2.3 Analiza RAPD 
 
Sledila je izvedba nakljuĉnega pomnoţevanja polimorfne DNA (analiza RAPD) z 
univerzalnim zaĉetnim oligonukleotidom za bakterije M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-
3') po protokolu opisanem s strani Torriani in sod. (1999). S pomoĉjo te analize smo 
ugotavljali raznolikost med analiziranimi bakterijskimi sevi. 
 
Reakcijska mešanica je vsebovala 12,3 µl MilliQ vode, 3,2 µl MgCl2 (25 mM), 0,2 µl 
zaĉetnega oligonukleotida M13 (100 µM), 0,2 µl dNTP (10 mM) in 0,1 µl Taq polimeraze 
(5 U/µl). Reakcijsko mešanico smo pripravili za vse vzorce naenkrat in jo nato razporedili 
po 16 µl v mikroepruvete ter dodali po 4 µl izolirane bakterijske DNA. Sledilo je 
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centrifugiranje, prenos mikroepruvet v napravo za PCR ter zagon programa, katerega potek 
je prikazan v Preglednici 1. 
 
Preglednica 1: PCR program za analizo RAPD z zaĉetnim oligonukleotidom M13 (Torriani in sod., 1999) 
 
Št. ponovitev Temperatura (˚C) Ĉas (s) 






1 72 300 
 
Po izvedbi analize RAPD je sledila loĉitev dobljenih pomnoţkov glede na njihovo velikost 
z agarozno gelsko elektroforezo. Uporabili smo 1,5-odstotni agarozni gel v pufru TAE. 
Elektroforeza je potekala 90 minut pri 90 V. Sledilo je barvanje pomnoţkov v raztopini 
barvila SYBR Safe in nato vizualizacija s pomoĉjo UV transiluminatorja. Na podlagi slike 
gela smo nato za nadaljnje preĉišĉevanje izbrali po eno bakterijsko kolonijo od tistih, ki so 
izkazale iste vzorce pomnoţkov. 
3.2.3 Identifikacija izbranih izolatov 
 
Izbrane izolate smo najprej preĉistili in nato namnoţili v tekoĉem gojišĉu. Del kulture smo 
zatem shranili, 1 ml pa uporabili za izolacijo DNA. 
3.2.3.1 Preĉišĉevanje in kultivacija izbranih bakterijskih izolatov 
 
Izbrane kolonije smo s sterilno cepilno zanko razmazali na petrijeve plošĉe z gojišĉem 
Rogosa ali WCA-mup. Plošĉe smo inkubirali 72 h pri 37 ˚C v anaerobnih pogojih. Po 
inkubaciji smo ponovno izbrali posamezno kolonijo in jo še enkrat razmazali na trdno 
gojišĉe in inkubirali pri enakih pogojih. Po treh dneh smo kolonije nacepili v tekoĉe 
gojišĉe MRS in po konĉani dvodnevni inkubaciji pri 37 ˚C kulture pripravili za 
shranjevanje v zamrzovalniku: po 2 ml vsakega vzorca smo prenesli v mikrocentrifugirke 
in po centrifugiranju odlili supernatant ter dodali 250 µl MRS z glicerolom (30 %) ter 
shranili pri -20 ˚C.  
3.2.4 Izolacija DNA iz izbranih bakterijskih sevov 
 
DNA izbranih sevov smo izolirali s pomoĉjo kompleta reagentov Wizard Genomic DNA 
Purification Kit. Po 1 ml kulture izbranih sevov smo prenesli v mikrocentrifugirke. Po 
centrifugiranju smo odlili supernatant in usedlini dodali 600 µl EDTA z dodatkom 6 mg 
lizocima in 6 µl raztopine mutanolizina (2500 U/ml) ter inkubirali 60 minut pri 37 ˚C, da bi 
razbili bakterijske celiĉne stene. Po konĉani inkubaciji smo mešanico centrifugirali, odlili 
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supernatant ter dodali 300 µl raztopine za lizo, da se je DNA izloĉila. Sledila je 5-minutna 
inkubacija pri 80 ˚C in zatem ohladitev na sobno temperaturo ter dodatek 1,5 µl RNAze z 
namenom razgraditve RNA. Po 15-minutni inkubaciji pri 37 ˚C smo dodali 100 µl 
raztopine za obarjanje beljakovin ter vzorce inkubirali na ledu pribliţno 25 minut. Zopet je 
sledilo centrifugiranje ter prenos supernatanta v nove mikrocentrifugirke s 600 µl  
predhodno odpipetiranega izopropanola, ki je poskrbel za oboritev DNA. Mešanico smo 
zopet centrifugirali, zavrgli supernatant, usedlini pa dodali 600 µl 70-odstotnega etanola ter 
centrifugirali. Etanol smo nato odlili ter odprte mikrocentrifugirke pokrili z alu folijo ter 
preko noĉi pustili posušiti. Naslednji dan smo dodali 100 µl raztopine za rehidracijo in 
shranili v hladilniku (4 ˚C) do nadaljnjih analiz.  
3.2.5 Priprava in sekvenciranje pomnožkov 16S rDNA izbranih izolatov  
 
Celotno 16S rDNA izbranih sevov smo pomnoţili s PCR z uporabo za bakterije 
univerzalnih zaĉetnih oligonukleotidov 27 f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') in 
1495R (5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3'). Za izvedbo PCR smo najprej pripravili 
reakcijsko mešanico za vse vzorce hkrati. Za pripravo le te smo za posamezen vzorec 
potrebovali 26,6 µl MilliQ vode, 8 µl GoTaq Flexi pufra (5 x), 2,4 µl MgCl2 (25 mM), po 
0,2 µl zaĉetnih oligonukleotidov 27f in 1495R  (100 µM), 0,4 µl dNTP (10 mM) in 0,2 µl 
Taq polimeraze (5 U/µl). Reakcijsko mešanico smo razporedili v mikrocentrifugirke in 
dodali po 2 µl izolirane DNA. Sledila je izvedba PCR programa, katerega potek je 
prikazan v Preglednici 2. Pomnoţke smo preverili s pomoĉjo agarozne gelske 
elektroforeze, ostanek pa poslali na sekvenciranje v avstrijsko podjetje Microsynth AG.  
 
Preglednica 2: PCR program za pomnoţevanje celotne 16S rDNA (1468 bp) (Yu in sod., 2011) 
 
Št. ponovitev Temperatura (˚C) Ĉas (min) 






1 72 5 
3.2.6 Ugotavljanje vrste izbranih sevov 
 
S sekvenciranjem ugotovljena nukleotidna zaporedja vzorcev smo primerjali s tistimi, ki so 
dostopna v elektronski zbirki podatkov NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, ZDA) in z uporabo programa 
BLAST doloĉili, kateri vrsti pripadajo preiskovani bakterijski sevi. 
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3.2.7 Ugotavljanje občutljivosti za antibiotike 
 
Sledilo je ugotavljanje obĉutljivosti za antibiotike z mikrodilucijo (ISO 10932, 2010), saj 
nas je zanimalo, kolikšna koncentracija izbranih antibiotikov (tetraciklin, eritromicin in 
kanamicin) zavre rast preiskovanih bakterijskih sevov (MIC – minimalna inhibitorna 
koncentracija).  
3.2.7.1 Priprava raztopin antibiotikov 
 
V skladu z navodili standarda ISO za bifidobakterije in MKB v mleku in mleĉnih izdelkih 
(ISO 10932, 2010) smo pripravili raztopino tetraciklina s koncentracijo 128 µg/ml, 
raztopino eritromicina s koncentracijo 16 µg/ml in raztopino kanamicina s koncentracijo 
2048 µg/ml. 
 
Raztopino tetraciklina (s 95-odstotno ĉistostjo) smo pripravili v demineralizirani vodi. 
Pri izraĉunu potrebne mase tetraciklin hidroklorida smo upoštevali uĉinkovitost antibiotika 
(Wp). Le to smo, kot je razvidno iz spodnjega izraĉuna, dobili z mnoţenjem ĉistosti 
antibiotika (Was) in odstotka aktivne komponente (Wac). 
 
Wp = Was  · Wac                                                                                                               … (1) 
Wac =  =  = 0,92                                                           … (2) 
Wp = Was  · Wac = 0,95 · 0,92 = 0,87                                                                               … (3) 
 
Zaradi natanĉnejše zatehte smo pripravili 10-kratno zaloţno raztopino antibiotika.  Za 100 
ml bi torej potrebovali 128 mg ĉistega tetraciklina. Ker smo zaloţno raztopino pripravljali 
iz tetraciklin hidroklorida, smo to vrednost delili z izraĉunano uĉinkovitostjo:  
 
m tetraciklin hidroklorida = = 147 mg                                                                            … (4) 
 
Tetraciklin hidroklorid smo zatehtali v 100 ml buĉko, dodali nekaj demineralizirane vode, 
premešali in po popolni raztopitvi dopolnili z demineralizirano vodo do oznake 100 ml.  
 
Raztopino eritromicina smo pripravili iz eritromicina z aktivnostjo 0,85. Zopet smo 
pripravili 10-kratno zaloţno koncentracijo, torej 160 µg/ml. Za 100 ml raztopine smo zato 
potrebovali 16 mg ĉistega antibiotika oz. 18,8 mg eritromicina z uĉinkovitostjo 0,85. Tudi 
ta antibiotik smo zatehtali v 100 ml buĉko, z mešanjem raztopili v 2 ml etanola in nato 100 
ml buĉko dopolnili z demineralizirano vodo do oznake. 
 
Raztopino kanamicina smo pripravili iz kanamicin sulfata s 70-odstotno aktivnostjo. Z 
mnoţenjem podane aktivnosti in koliĉnika molskih mas kanamicina in kanamicin sulfata 
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smo izraĉunali uĉinkovitost antibiotika in jo delili z 204,8 mg, saj za 100 ml raztopine s 
koncentracijo kanamicina 2048 µg/ml potrebujemo 204,8 mg ĉistega antibiotika. 
 
Wp = 0,7 ∙ ( ) = 0,58                                                                                         … (5) 
 m kanamicin sulfata = =353 mg                                                                                … (6) 
 
353 mg kanamicin sulfata smo zatehtali v 100 ml buĉko in popolnoma raztopili v manjši 
koliĉini demineralizirane vode ter nato dopolnili z demineralizirano vodo do oznake. 
 
Raztopini tetraciklina in eritromicina smo po pripravi še 10-krat razredĉili z 
demineralizirano vodo.  
 
Raztopine vseh antibiotikov smo sterilizirali s filtracijo preko mikrofiltra (velikost por 0,2 
µm). 
3.2.7.2 Priprava mikrodilucijskih plošĉ 
 
Plošĉe za mikrodilucijo smo pripravili tako, da smo najprej v vsako luknjico, razen v 
predzadnjo, odpipetirali 50 µl vode MilliQ, v predzadnji, 11. stolpec, pa 100 µl 
pripravljene raztopine antibiotika. Iz 11. luknjice smo 50 µl raztopine prenesli v predhodno 
luknjico, premešali s pipeto ter iz 10. luknjice zopet 50 µl prenesli v predhodno, torej 9. 
luknjico. Postopek smo ponavljali vse do 2. luknjice. Tako smo v luknjicah od drugega do  
enajstega stolpca dobili narašĉajoĉe koncentracije antibiotikov, ki so dvakrat višje, kot so 
konĉne koncentracije antibiotika, saj z dodatkom raztopine testnega seva antibiotik še 
enkrat razredĉimo 1:1. Konĉne koncentracije antibiotikov v posamezni luknjici so 
prikazane v Preglednici 3. Prva luknjica sluţi kot pozitivna kontrola (PK), dvanajsta pa kot 
negativna kontrola (NK), zato sta brez antibiotikov. Pripravljene plošĉe smo do uporabe 
shranili pri temperaturi  –20 ˚C. 
 
Preglednica 3: Konĉna koncentracija antibiotikov tetraciklin, eritromicin in kanamicin (µg/ml) v posameznih 
luknjicah mikrodilucijskih plošĉ (ISO 10932, 2010) 
 
Antibiotik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Tetraciklin PK 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 NK 
Eritromicin PK 0,016 0,032 0,063 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 NK 
Kanamicin PK 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 NK 
3.2.7.3 Priprava suspenzije bakterijskih sevov 
 
Bakterijske seve smo 2 dni pred izvedbo mikrodilucijskega testa nacepili na trdno gojišĉe 
MRS in pustili na 2-dnevni inkubaciji (anaerobno, 37 ˚C). Nato smo s sterilno cepilno 
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zanko v fiziološko raztopino prenesli toliko bakterijskih kolonij, da je bila motnost vsebine 
v epruveti enaka motnosti McFarlandovega standarda 1 (BioMérieux). Vsebino epruvete 
smo dobro premešali in 10 µl prenesli v epruvete s 5 ml LSM gojišĉa. Za bifidobakterije 
smo uporabili gojišĉe LSM z dodatkom cisteina. 
 
3.2.7.4 Izvedba  
 
Iz epruvetk z gojišĉem LSM, inokuliranim s testnimi bakterijskimi sevi, smo prenesli po 
50 µl v prvih 11 luknjic mikrodilucijske plošĉe. V 12. luknjico (negativna kontrola) smo 
odpipetirali 50 µl LSM gojišĉa brez dodane bakterijske kulture. Z negativno kontrolo smo 
preverili, ali je gojišĉe sterilno, s pozitivno pa, ali posamezna bakterijska kultura v danih 
pogojih sploh raste, ko antibiotik ni dodan. Rezultate smo prviĉ odĉitali po 2-dnevni 
inkubaciji pri 37 ˚C in v anaerobnih razmerah in po potrebi še po dodatni 2-dnevni 
inkubaciji. Odpornost proti doloĉeni koncentraciji antibiotika opazimo kot rast bakterij –
usedlina na dnu luknjice. Kot MIC upoštevamo tisto koncentracijo antibiotika, pri kateri se 
rast bakterij oz. usedlina  prviĉ ne pojavi veĉ.  
3.2.8 Ugotavljanje prisotnosti najpogostejših genov za odpornost proti izbranim 
antibiotikom s PCR 
 
Pri bakterijskih sevih, ki so presegali mejne minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), 
doloĉene s strani EFSA (2012), smo ugotavljali še prisotnost najpogostejših znanih genov 
za odpornost proti tetraciklinu (tet(A), tet (B), tet(C), tet(M), tet(O) in tet(W)), eritromicinu 
(erm(A), erm(B), erm(C) in erm(T)) in kanamicinu (aac(6’)-aph(2''), ant(6)-Ia  in aph(3')-
IIIa).  
 
V ta namen smo za vsak gen pripravili reakcijsko mešanico, ki so jo sestavljali voda 
MilliQ, 1x Go Taq Flexi pufer, 1,5-2 mM MgCl2, Taq polimeraza koncentracije 0,025 
U/µl, 0,1 mM dNTP in 0,5 - 1 µM ustreznega para zaĉetnih oligonukleotidov. Podatki o 
PCR programih za vsak posamezen gen, uporabljenih zaĉetnih oligonukleotidih in 
pozitivnih kontrolah so zbrani v  Preglednici 4. 
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih zaĉetnih oligonukleotidov, PCR programov in pozitivnih kontrol za 
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nadaljevanje Preglednice 4: Seznam uporabljenih zaĉetnih oligonukleotidov, PCR programov in pozitivnih 
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Cilj naloge je bil raziskati prisotnost fenotipske in genotipske odpornosti proti tetraciklinu, 
eritromicinu in kanamicinu med mleĉnokislinskimi bakterijami in bifidobakterijami, 
osamljenimi iz vzorcev humanega kolostruma in mleka. Pri bakterijskih sevih, ki so pri 
fenotipskem testiranju izkazali odpornost proti kateremu od izbranih antibiotikov, nas je 
zanimalo tudi, ali je v njihovem genomu prisoten kateri od znanih genov, povezanih z 
odpornostjo proti tetraciklinu, eritromicinu in kanamicinu, ter s tem tveganje za 
horizontalni prenos odpornosti proti antibiotiku na druge bakterije. 
 
4.1 REZULTATI OSAMITVE IN IDENTIFIKACIJE SEVOV IZ HUMANEGA 
KOLOSTRUMA IN MLEKA 
 
Ker smo ţeleli v raziskavo vkljuĉiti ĉim veĉ razliĉnih bakterijskih sevov, smo jih najprej 
primerjali z analizo RAPD, ki omogoĉa razlikovanje med sevi. Uporabili smo toplotno 
obdelano suspenzijo bakterijskih kolonij, ki so zrasle na plošĉah z gojišĉem Rogosa (Slika 
4) in WCA-mup. Pomnoţke RAPD smo po konĉani elektroforezi vizualno primerjali ter za 
nadaljnjo analizo izbrali po en sev iz vsake skupine z istim vzorcem pomnoţkov. Slika 5 
prikazuje primer slike gela, iz katere je razvidno, da imajo nekateri sevi identiĉen vzorec 
pomnoţkov. Skupno smo primerjali 92 izolatov z gojišĉa Rogosa in 47 z gojišĉa WCA ter 




Slika 4: Rast bakterij na gojišĉu Rogosa po 72 urni inkubaciji pri 37 ˚C, anaerobno 
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Slika 5: Pomnoţki, pridobljeni z reakcijo RAPD z zaĉetnim oligonukleotidom M13 (oznaka R pomeni, da je 
bila bakterijska kolonija izolirana z gojišĉa Rogosa, W pa, da je bila bakterijska kolonija izolirana z gojišĉa 
Wilkins-Chalgren agar z mupirocinom; z zvezdico oznaĉene seve smo izbrali za nadaljnje delo; oznaka 
kazalnik se nanaša na molekulski oznaĉevalec velikosti) 
 
Ker smo potrebovali informacijo o vrsti izoliranih sevov, je bilo potrebno izvesti 
sekvenciranje gena za 16S rDNA, ki je najbolj razširjen taksonomski marker. Izbrane 
bakterijske kolonije smo zato preĉistili z veĉkratnim precepljanjem, izolirali DNA ter jo 
pomnoţili z metodo PCR, uspešnost pomnoţevanja pa preverili z agarozno gelsko 
elektroforezo. Kot je razvidno iz Slike 6, je bilo pomnoţevanje uspešno pri vseh 36 sevih 
in zato smo vse vzorce poslali na sekvenciranje v laboratorij Microsynth. Po prejetju 
rezultatov sekvenciranja smo s pomoĉjo programa BLAST doloĉili, katerim vrstam 
najverjetneje pripadajo naši izolati. Rezultati so zbrani v Preglednici 5. Najveĉ izolatov je 
pripadalo rodovom Lactobacillus (47 %), Propionibacterium (17 %) in Streptococcus    
(14 %), preostali pa rodovoma Bifidobacterium (11 %) in Actinomyces (11 %). Veĉ kot 
polovico izolatov rodu Lactobacillus smo identificirali kot vrsto Lactobacillus gasseri, 
ostale pa kot Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei/casei, Lactobacillus 
rhamnosus in Lactobacillus vaginalis. Znotraj rodu Propionibacterium smo doloĉili vrsti 
Propionibacterium granulosum (67 %) in Propionibacterium avidum (33 %). Streptokoki 
so pripadali vrsti Streptococcus salivarius, bifidobakterije pa vrstama Bifidobacterium 
longum in Bifidobacterium breve. Izolirali smo tudi štiri seve iz rodu Actinomyces, ki pa jih 
v nadaljnje analize nismo vkljuĉili. 
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Slika 6: Pomnoţki celotnega odseka16S rDNA (1468 bp), pridobljeni z reakcijo PCR z univerzalnima 
zaĉetnima oligonukleotidoma 27f in 1495R (oznaka R pomeni, da je bila bakterijska kolonija izolirana z 
gojišĉa Rogosa, W pa, da je bila bakterijska kolonija izolirana z gojišĉa Wilkins-Chalgren z mupirocinom, 
oznaka kazalnik se nanaša na molekulski oznaĉevalec velikosti) 
4.2 REZULTATI UGOTAVLJANJA OBĈUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE IN 
PREVERJANJA PRISOTNOSTI GENOV ZA ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM  
 
V preiskavo obĉutljivosti za antibiotike smo poleg bakterijskih sevov, ki smo jih osamili 
sami, prikljuĉili še predhodno pridobljene seve. Med 56 oţivljenimi izolati jih je bilo 7 
osamljenih iz kolostruma. Najveĉ izolatov je pripadalo vrstama L. gasseri (17) in L. 
fermentum (15), ostali so bili identificirani kot L. gasseri/johnsonii (8), L. salivarius (5), L. 
reuteri (3), L. rhamnosus (2), L. rhamnosus/casei/paracasei (2), L. casei/paracasei (1). 
Med njimi so bili tudi 3 predstavniki bifidobakterij; B. animalis spp. lactis (2) in B. breve 
(1).  
 
Obĉutljivost za antibiotike smo ugotavljali na mikrodilucijskih plošĉah, na katere smo 
zaporedno nanesli dvakratne zaporedne razredĉitve antibiotika. Zanimala nas je MIC, torej 
najniţja koncentracija antibiotika, ki še zavira rast preiskovanega bakterijskega seva.  
Rezultati so zbrani v Preglednicah 5 in 6, medtem ko je iz Slike 7 razvidno, kako izgleda 
mikrodilucijska plošĉa po inkubaciji.  
  
Pri nekaterih sevih zaradi neuspešne rasti bakterijskega seva na trdnem gojišĉu MRS 
obĉutljivosti za antibiotike ni bilo mogoĉe doloĉiti. Teţave smo imeli tudi z odĉitavanjem 
rezultatov po dvodnevni inkubaciji, ki je predpisana v standardu ISO za mleko in mleĉne 
izdelke (ISO 10932, 2010), saj pri nekaterih sevih po tem ĉasu niti pri pozitivni kontroli 
nismo opazili rasti. Plošĉe smo zato inkubirali še dodatnih 48 ur in zatem odĉitali MIC-e 
ter jih primerjali z navedenimi v dokumentu EFSA (2012).  
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Slika 7: Mikrodilucijska plošĉa za ugotavljanje obĉutljivosti za kanamicin po konĉani inkubaciji; rast bakterij 
opazimo kot belo usedlino 
 
Pri bakterijskih sevih, pri katerih so ugotovljene MIC posameznih antibiotikov presegle 
trenutno veljavne mejne vrednosti, podane s strani EFSA (EFSA, 2012), smo s pomoĉjo 
reakcije PCR z ustreznimi zaĉetnimi oligonukleotidi preverjali še prisotnost znanih genov 
za odpornost proti tetraciklinu, eritromicinu in kanamicinu. Vrednosti MIC, ki presegajo 
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Preglednica 5: Rezultati ugotavljanja obĉutljivosti sevov, izoliranih v okviru te magistrske naloge, za 
antibiotike eritromicin, kanamicin in tetraciklin (krepko zapisane koncentracije predstavljajo vrednosti, ki so 
višje od  mejne vrednosti MIC, doloĉene s strani EFSA (2012), koncentracije v oklepajih predstavljajo mejne 










LJ-120/2 R Mleko Lactobacillus gasseri 2 (1) 512 (64) < 0,125 
LJ-125/2 R Kolostrum Actinomyces ssp. / / / 
LJ-113/2 R Mleko Lactobacillus fermentum < 0,016 64 (32) 1 
LJ-113/4 R Mleko Lactobacillus fermentum 0,032 64 (32) 32 (8) 
LJ-099/1 W Mleko Bifidobacterium longum 1 512 < 0,125 
LJ-099/1 R Mleko Bifidobacterium longum > 8 (1) 512 <  0,125 
LJ-051/1 R Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 32 0,25 
LJ-070/2 R Mleko Streptococcus 
salivarius/vestibularis 
0,032 32 0,25 
LJ-125/1 W Kolostrum Actinomyces ssp. / / / 
LJ-086/3 W Mleko Propionibacterium granulosum / / / 
LJ-021/1 W Mleko Propionibacterium avidum < 0,016 32 1 
LJ-074/5 W Mleko Actinomyces ssp. / / / 
LJ-022/2 R Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 32 0,5 
LJ-104/2 W Mleko Bifidobacterium breve 0,032 256 < 0,125 
LJ-074/1 W Mleko Propionibacterium granulosum / / / 
LJ-104/1 W Mleko Propionibacterium avidum 0,032 64 16 (2) 
LJ-147/4 R Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 64 0,25 
LJ-104/2 R Mleko Lactobacillus paracasei/casei 0,032 256 (64) 1 
LJ-104/3 R Mleko Lactobacillus rhamnosus 0,25 128 (64) < 0,125 
LJ-130/1 R Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 128 (64) 0,25 
LJ-008/2 R Mleko Streptococcus 
salivarius/vestibularis 
/ 32 0,5 
LJ-149/4 R Mleko Streptococcus salivarius / / / 
LJ-028/2 R Mleko Lactobacillus gasseri 1 64 0,5 
LJ-065/1 W Mleko Bifidobacterium longum < 0,016 64 <  0,125 
LJ-132/1 R Mleko Lactobacillus paracasei/casei 2 (1) 256 (64) < 0,125 
LJ-168/1 W Mleko Propionibacterium granulosum 0,125 512 (64) > 64 (2) 
LJ-028/3 R Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 128 (64) 0,25 
LJ-012/1 R Mleko Lactobacillus fermentum/oris 0,032 64 (32) 8 
LJ-008/5 R Mleko Streptococcus 
salivarius/vestibularis 
0,032 64 0,5 
LJ-147/1 R Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 128 (64) < 0,125 
LJ-149/3 R Mleko Streptococcus ssp. (salivarius) 1 512 <  0,125 
LJ-149/1 W Mleko Actinomyces ssp. / / / 
LJ-028/1 R Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 64 0,5 
LJ-104/1 R Mleko Lactobacillus rhamnosus < 0,016 64 0,25 
LJ-012/1 W Mleko Propionibacterium granulosum 0,063 64 32 (2) 
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Preglednica 6: Rezultati ugotavljanja obĉutljivosti predhodno izoliranih sevov, (zbirka Inštituta za mlekarstvo 
in probiotike) za antibiotike eritromicin, kanamicin in tetraciklin (krepko zapisane koncentracije predstavljajo 
vrednosti, ki so višje od  mejne MIC vrednosti, doloĉene s strani EFSA (2012), koncentracije v oklepajih 










T556 Kolostrum Lactobaccilus fermentum 0,063 512 (32) 8 
T195 Mleko Lactobacillus reuteri 0,032 128 (64) 32 (16) 
T617 Kolostrum Lactobaccilus fermentum 0,063 256 (32) 8 
T450 Mleko Lactobaccilus fermentum < 0,016 32 1 
T170 Mleko Lactobacillus reuteri 0,063 128 (64) 32 (16) 
T175 Mleko Lactobacillus salivarius 0,032 128 (64) 0,25 
T205 Mleko Lactobacillus reuteri 0,032 64 32 (16) 
T113 Mleko Lactobacillus salivarius 0,063 512 (64) 32 (8) 
T24 Mleko Lactobaccilus fermentum < 0,016 64 (32) 1 
T55 Mleko Lactobaccilus fermentum < 0,016 64 (32) 1 
T157 Mleko Lactobaccilus fermentum < 0,016 128 (32) 1 
T781 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii < 0,016 64 0,25 
T771 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii < 0,016 32 < 0,125 
T139 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 32 8 (4) 
T813 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii < 0,016 512 (64) <  0,125 
T746 Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 128 (64) < 0,125 
cysT406 Mleko Bifidobacterium breve 0,032 32 4 
cysT367 Mleko Bifidobacterium animalis ssp. lactis < 0,016 64 2 
T812 Mleko Lactobacillus 
rhamnosus/casei/paracasei 
0,063 256 (64) 2 
T797 Mleko Lactobacillus 
rhamnosus/casei/paracasei 
0,125 512 (64) 32 (8 ali 4) 
T772 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii 0,032 256 (64) 1 
T821 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii 0,032 128 (64) 2 
T167 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 128 (64) 1 
T75 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 128 (64) 2 
T798 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii 0,032 512 (64) 1 
T166 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 128 (64) 1 
T11 Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 16 2 
T193 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 1024 (64) 1 
T12 Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 16 1 
T171 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 128 (64) 1 
T113 Mleko Lactobacillus salivarius 0,125 512 (64) 1 
T825 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii 0,063 64 1 
T806 Mleko Lactobacillus gasseri/johnsonii 0,032 128 (64) 1 
P732 Mleko Lactobacillus rhamnosus 0,063 128 (64) < 0,125 
P718 Mleko Lactobacillus fermentum 0,063 128 (32) 4 
U233 Kolostrum Lactobacillus gasseri < 0,016 128 (64) 0,25 
U257 Kolostrum Lactobacillus casei/paracasei < 0,016 128 (64) 0,25 
cysU355 Kolostrum Bifidobacterium animalis ssp. lactis 0,063 512 8 
U228 Kolostrum Lactobacillus fermentum 0,032 64 (32) 1 
U224 Kolostrum Lactobacillus gasseri 0,032 64 0,25 
P285 Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 16 < 0,125 
P363 Mleko Lactobacillus gasseri < 0,016 256 (64) 0,25 
P354 Mleko Lactobacillus gasseri 0,063 64 1 
P367 Mleko Lactobacillus fermentum 0,032 512 (32) 1 
P10 Mleko Lactobacillus fermentum 0,125 64 (32) 1 
P33 Mleko Lactobacillus fermentum 0,032 128 (32) 4 
P7 Mleko Lactobacillus fermentum 0,063 64 (32) 2 
                                                                                                                           
 se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 6: Rezultati ugotavljanja obĉutljivosti predhodno izoliranih sevov, (zbirka Inštituta 
za mlekarstvo in probiotike) za antibiotike eritromicin, kanamicin in tetraciklin (krepko zapisane 
koncentracije predstavljajo vrednosti, ki so višje od  mejne MIC vrednosti, doloĉene s strani EFSA (2012), 
koncentracije v oklepajih predstavljajo mejne vrednosti MIC, / pomeni odsotnost rasti) 
 






P76 Mleko Lactobacillus fermentum 0,063 128 (32) 2 
P140 Mleko Lactobacillus fermentum 0,063 64 (32) 2 
P454 Mleko Lactobacillus rhamnosus 0,063 128 (64) 0,5 
P178 Mleko Lactobacillus salivarius 0,063 512 (64) 0,5 
P175 Mleko Lactobacillus salivarius 0,032 512 (64) 0,5 
P107 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 128 (64) 1 
P417 Mleko Lactobacillus gasseri 0,063 256 (64) 2 
P426 Mleko Lactobacillus gasseri 0,032 256 (64) 1 
P578 Mleko Lactobacillus fermentum 0,063 128 (32) 2 
 
Od skupno 92 izolatov smo fenotipsko odpornost oz. preseţene vrednosti MIC proti 
eritromicinu zasledili pri 3 izolatih, proti tetraciklinu pri 10 izolatih in proti kanamicinu pri 
52 izolatih. Katerim vrstam so pripadali izolati, je razvidno iz Preglednic 7, 8 in 9. Število 
izolatov s fenotipsko odpornostjo proti kanamicinu ne vkljuĉuje bifidobakterij s prirojeno 
odpornostjo in bakterij vrste Streptococcus salivarius/vestibularis, za katere nismo našli 
podatka o mejni vrednosti MIC. 
 
Preglednica 7: Seznam izolatov za preverjanje prisotnosti genov za odpornost proti eritromicinu 
 
Vrsta seva Število izolatov 
L. gasseri 1 
L. paracasei/casei 1 
B. longum 1 
 
Preglednica 8: Seznam izolatov za preverjanje prisotnosti genov za odpornost proti tetraciklinu 
 
Vrsta seva Število izolatov 
L. reuteri 3 
P. granulosum 2 
P. avidum 1 
L. fermentum 1 
L. salivarius 1 
L. gasseri 1 
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Preglednica 9: Seznam izolatov za preverjanje prisotnosti genov za odpornost proti kanamicinu 
 
Vrsta seva Število izolatov 
L. fermentum 16 
L. gasseri 15 
L. gasseri/johnsonii 5 
L. salivarius 4 
L. paracasei/casei 3 
L. rhamnosus 3 
L. reuteri 2 
L. rhamnosus/casei/paracasei 2 
L. fermentum/oris 1 
P. granulosum 1 
 
Vrednosti MIC so bile najpogosteje preseţene za antibiotik kanamicin in sicer pri 
bakterijskih sevih, ki najverjetneje pripadajo vrstama L. fermentum in L. gasseri. Kot 
mejna vrednost MIC je za bakterije vrste L. fermentum doloĉena koncentracija kanamicina 
32 µg/ml, za bakterije vrste L. gasseri pa koncentracija 64 µg/ml (EFSA, 2012). Iz Slik 8 
in 9 je razvidno, da je fenotipsko odpornost proti kanamicinu izkazovala skoraj veĉina 




Slika 8: Porazdelitev vrednosti MIC za kanamicin pri L. fermentum 
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Slika 9: Porazdelitev vrednosti MIC za kanamicin pri L. gasseri 
 
Po zakljuĉeni reakciji PCR smo izvedli gelsko elektroforezo in s pomoĉjo slike gela 
preverjali prisotnost izbranih genov. V veĉini primerov smo uporabili tudi pozitivno 
kontrolo. Kot pozitivna kontrola je bila izbrana bakterija, ki vsebuje iskani gen. Slike 10, 
11 in 12 prikazujejo primere rezultatov PCR analize. Prisotnost genov za odpornost proti 
eritromicinu smo preverjali pri 3 sevih, za odpornost proti tetraciklinu pri 10 sevih, za 
odpornost proti kanamicinu pa kar pri 52 sevih. Pri nobenem od testiranih sevov iskanih 




Slika 10:  PCR pomnoţki, pridobljeni z  zaĉetnima oligonukleotidoma za erm(C) (leva polovica slike) in 
erm(B) (desna polovica slike) za 3 seve, pozitivni kontroli (IM 269 in IM 336) in negativno kontrolo 
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Slika 11: PCR pomnoţki, pridobljeni z  zaĉetnima oligonukleotidoma za tet(C) (leva polovica slike) in tet(M) 




Slika 12: PCR pomnoţki, pridobljeni z zaĉetnima oligonukleotidoma za aph(3')-IIIa za 52 vzorcev, pozitivno 
kontrolo (IM 335) in negativno kontrolo 
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Skupno smo analizirali 39 vzorcev humanega mleka, od tega en vzorec kolostruma (vzorec 
z oznako LJ-125), ki je bil odvzet na dan poroda. Ostalih 38 vzorcev je bilo odvzetih 30 
(37 vzorcev) ali 90 dni po porodu (vzorec z oznako LJ-171). Vzorci so bili pred analizo 
shranjeni pri -80 ˚C, od njihovega odvzema do analize je minilo pribliţno 4 leta. 
 
Vsak vzorec smo nacepili tako na gojišĉe Rogosa kot tudi na gojišĉe WCA-mup. Prvo 
gojišĉe naj bi bilo selektivno za laktobacile, drugo za bifidobakterije. Vseeno pa na gojišĉu 
Rogosa pri ustreznih pogojih inkubacije lahko uspevajo tudi druge MKB in bifidobakterije, 
kar se je z identifikacijo kolonij z naših gojišĉ tudi potrdilo. Tudi Tušar in sod. (2014) so 
poleg laktobacilov z gojišĉa Rogosa iz vzorcev humanega mleka osamili še B. breve, 
Staphylococcus epidermidis in Enterococcus faecalis. O slabi selektivnosti gojišĉ za 
laktobacile pa so prav tako pisali ţe v številnih predhodnih raziskavah (Jost in sod., 2013; 
Shah, 2000; Van de Casteele, 2006). 
 
Z nezadovoljivo selektivnostjo smo se sreĉali tudi pri gojišĉu WCA-mup, saj smo poleg 
bifidobakterij osamili še propionibakterije, pri mikroskopiranju pa smo nemalokrat opazili 
tudi bakterije v obliki kokov, ki pa jih nismo identificirali do nivoja vrste, ampak smo jih 
takoj izloĉili iz nadaljnjih analiz. Selektivnost gojišĉa WCA-mup bi verjetno lahko 
izboljšali z dodatkom veĉje koliĉine antibiotika. Da koliĉina dodanega mupirocina, ki smo 
jo pri pripravi gojišĉa uporabili tudi mi (50 mg/l), ni zadostna za selektivno gojenje 
bifidobakterij, so namreĉ opozorili ţe Bunesova in sod. (2015). Za osamitev bifidobakterij 
iz probiotiĉnih izdelkov so uporabili tri razliĉna gojišĉa; TOS-mup (gojišĉe z mešanico 
oligosaharidov z dodatkom mupirocina), BSM-mup (za bifidobakterije selektivno gojišĉe z 
dodatkom mupirocina) in WSP-mup (Wilkins-Chalgren agar s sojinim peptonom in 
dodatkom mupirocina). Šele ob dodatku veĉje koncentracije mupirocina (100 mg/l), so 
uspeli z vseh gojišĉ osamiti samo bakterije rodu Bifidobacterium. 
 
Naš cilj je bil z vsakega gojišĉa po inkubaciji plošĉ izbrati po 5 kolonij za vsak vzorec, 
vendar pa to pri vseh vzorcih ni bilo izvedljivo, saj so nekatere plošĉe po zakljuĉeni 
inkubaciji ostale neporašĉene. Od 78 plošĉ je bilo takšnih primerov 20, od tega 17 plošĉ z 
gojišĉem Rogosa in 3 plošĉe z gojišĉem WCA-mup. Tako nam je od priĉakovanih 390 
izolatov ostalo le še 290. Na nekaterih plošĉah je sicer zrasla kakšna kolonija, vendar manj 
kot 5 kolonij, in zato se je število priĉakovanih bakterijskih kolonij zmanjšalo še za 
dodatnih 47. Poleg tega smo na podlagi opazovanja izbranih bakterijskih kolonij z gojišĉa 
WCA-mup pod mikroskopom izloĉili še 104 kolonije, ki jih na podlagi mikromorfoloških 
lastnostih nismo ocenili kot pripadnike rodu Bifidobacterium, za katere je znaĉilna 
paliĉasta oblika z odebeljenimi konci v obliki ĉrke Y ali V. 
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Glede na to, da lahko priĉakujemo, da je na gojišĉu veliko kolonij enega seva, smo za 
zaĉetno presejanje izolatov uporabili analizo RAPD. Z njeno pomoĉjo smo iz nadaljnjih 
analiz izkljuĉili izolate z enakimi vzorci pomnoţkov, saj so si ti genetsko zelo podobni ali 
celo povsem identiĉni (Tušar in sod., 2014) in zato nadaljnje obravnavanje vsakega 
posamezno ne bi bilo smiselno. Analizo RAPD smo opravili na 139 bakterijskih izolatih, 
od tega je bilo 92 izolatov z gojišĉa Rogosa in 47 izolatov z gojišĉa WCA-mup. Na podlagi 
vzorcev pomnoţkov RAPD, ki smo jih dobili po gelski eklektroforezi, smo za nadaljnje 
delo izbrali 36 izolatov, 23 z gojišĉa Rogosa in 13 z gojišĉa WCA-mup.  
 
Rezultati sekvenciranja, ki smo jih interpretirali s pomoĉjo podatkov v genski banki NCBI, 
so razkrili, da skoraj polovico izolatov z gojišĉa Rogosa predstavljajo laktobacili. Takih je 
bilo 17 izolatov, kar je  47 %. Kar 9 izolatov rodu Lactobacillus je pripadalo vrsti L. 
gasseri, 2 izolata vrsti L. fermentum, 2 izolata vrsti L. rhamnosus, 1 izolat vrsti L. 
vaginalis, medtem ko za 3 izolate ni bilo mogoĉe nedvoumno doloĉiti, kateri vrsti 
pripadajo. 2 izolata tako pripadata bodisi vrsti L. casei bodisi vrsti L. paracasei, 1 izolat pa 
ali vrsti L. fermentum ali pa vrsti L. oris. Naši izsledki sovpadajo z izsledki drugih 
raziskovalcev, saj so npr. Martin in sod. (2007) iz humanega mleka ravno tako osamili 
bakterije vrste L. fermentum, L. rhamnosus in L. gasseri.  Bakterijski vrsti L. fermentum in 
L. gasseri so osamili tudi Tušar in sod. (2014). Prav tako o osamitvi L. gasseri iz vzorcev 
humanega mleka poroĉajo Jost in sod. (2013). 
 
Ravno tako ne preseneĉa identifikacija streptokokov in pripionibakterij, saj o njihovi 
prisotnosti v humanem mleku poroĉajo tudi številni drugi raziskovalci, med drugim Jost in 
sod. (2013). Streptokoki naj bi bili številĉno celo med prevladujoĉi predstavniki 
mikrobioma humanega mleka (Rodriguez, 2014; McGuire M. K. in McGuire M. A., 2017). 
Med 6 izolati propionibakterij 4 pripadajo vrsti Propionibacterium granulosum, ostala 2 pa 
vrsti P. avidum. Od 5 izolatov rodu Streptococcus so 3 izolati pripadali bodisi vrsti 
salivarius bodisi vrsti vestibularis in 2 izolata vrsti salivarius. Da bi lahko te izolate 
identificirali do nivoja vrste, bi morali sekvencirati še druge dele genoma. Vzrok za teţave 
z identificiranjem izolatov do nivoja vrste so  v nekaterih primerih tudi nepopolne 
podatkovne baze (Bushell in Burns, 2012).  
 
Kot bakterije iz rodu Bifidobacterium so bili identificirani 4 izolati, od katerih so 3  
pripadali vrsti B. longum, 1 pa vrsti B. breve. Da bakterije vrste B. longum odliĉno 
uspevajo v humanem mleku, so poroĉali ţe Rockova in sod. (2011), ki kot dva glavna 
razloga za to navajajo dobro razvito sposobnost izkorišĉanja oligosaharidov humanega 
mleka in odpornost proti lizocimu, protimikrobni komponenti humanega mleka. Preostali 4 
izolati so bili iz rodu Actinomyces.  
 
Obĉutljivost za antibiotike tetraciklin, eritromicin in kanamicin smo poleg naših izolatov 
preverjali še pri 56 dodatnih izolatih, ki so bili predhodno izolirani iz vzorcev humanega 
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kolostruma in mleka ter identificirani do nivoja vrste. Ţeleli smo sicer vkljuĉiti še veĉ 
izolatov, a oţivljanje iz zamrznjenih kultur pri vseh ni bilo uspešno.  
 
Glede na prouĉeno literaturo bi priĉakovali, da bomo v genomu katerega od sevov 
laktobacilov, pri katerih smo ugotovili fenotipsko odpornost proti tetraciklinu (7 izolatov) 
ali eritromicinu (2 izolata), zasledili tudi katerega od genov, povezanih s to lastnostjo, 
vendar temu ni bilo tako. Pri razliĉnih probiotiĉnih sevih in izolatih iz ţivil sta bila namreĉ 
pogosto odkrita gena tet(M) in erm(B) (Abriouel in sod., 2017; Sharma in sod., 2014). Med 
najpogosteje odkritimi geni, povezanimi z odpornostjo proti tetraciklinu, so poleg tet(M) še 
tet(S), tet(W) in tet(L) (Abriouel in sod., 2015). Ostali detektirani geni pri laktobacilih, 
vezani na odpornost proti tetraciklinu, so bili tudi tet(O), tet(Q), tet(36), tet(Z), 
tet(O/W/32/O/W/O), tet(W/O) in tet(K) (Sharma in sod., 2014). Geni tet(M), tet(S) in 
erm(B) so bili pri izolatih iz fermentiranih ţivil identificirani tudi na plazmidih. Za gena 
tet(M) in erm(B) je bila pogosto ugotovljena povezava s transpozoni (Abriouel in sod., 
2015; Fraqueza, 2015).  
 
Veliko število izolatov iz rodu Lactobacillus, pri katerih so ugotovljene MIC presegle 
mejno MIC za kanamicin, nas ni presenetilo, saj naj bi bila za veĉino laktobacilov znaĉilna 
intrinziĉna odpornost proti  aminoglikozidnim antibiotikom (Abriouel in sod., 2015), med 
katere uvršĉamo tudi antibiotik kanamicin. Naši podatki, kakor tudi podatki nekaterih 
drugih raziskovalcev (Shao in sod., 2015; Štšepetova in sod., 2017), pa kaţejo na to, da so 
mejne vrednosti MIC za kanamicin, na podlagi katerih presojamo, ali je opaţena odpornost 
naravna ali pridobljena, verjetno prenizke. Štšepetova in sod. (2017) so pri veĉini 
vaginalnih laktobacilov ugotovili odpornost proti precej visokim koncentracijam 
kanamicina (vrednosti MIC višje od 256 µg/ml). Tudi mi smo pri kar 74 % testiranih 
laktobacilov ugotovili preseţene vrednosti MIC kanamicina v razponu med 64 in 1024 
µg/ml. Razlog za manjšo obĉutljivost za aminoglikozide pri laktobacilih naj bi bila 
zmanjšana prepustnost membran v anaerobnih razmerah (Elkins in Mullis, 2004) in 
onemogoĉen privzem antibiotika zaradi odsotnosti transporta elektronov s citokromi kot 
tudi encimska modifikacija antibiotika z acetiltransferazami in fosfotransferazami 
(Abriouel in sod., 2015). Zaradi pogostosti visokih vrednosti MIC bi bilo morda smiselno 
za ta antibiotik razmisliti o doloĉitvi manj strogih mejnih MIC vrednosti pri bakterijah 
rodu Lactobacillus, saj je oĉitno odpornost proti kanamicinu prej lastnost rodu kot pa 
posledica pridobitve genov za odpornost. 
 
Za bifidobakterije je znaĉilna prirojena odpornost proti kanamicinu, zato v smernicah 
EFSA za preskušanje bifidobakterij ni mejnih vrednosti za MIC kanamicina in tega ni 
potrebno testirati. Podobno smo ugotovili tudi v naši raziskavi, saj so bile  pri naših 
izolatih odĉitane vrednosti MIC visoke (med 32 in 512 µg/ml). Kot takšna odpornost proti 
kanamicinu tudi ne predstavlja tveganja za horizontalni prenos odpornosti na druge 
bakterije. Bakterije tega rodu pa naj bi nasprotno bile obĉutljive za eritromicin (Abriouel in 
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sod., 2015). Tudi v naši raziskavi je le en izolat izkazal tolikšno fenotipsko odpornost proti 
eritromicinu, da smo se odloĉili za preverjanje prisotnosti izbranih genov (erm(A), erm(B), 
erm(C) in erm(T)), a njihove prisotnosti nismo potrdili. Ne moremo pa izkljuĉiti morebitne 
prisotnosti gena erm(X), o odkritju katerega so poroĉali van Hoek in sod. (2008), sami pa 
njegove prisotnosti nismo preverjali, temveĉ le prisotnost štirih najpogostejših genov za 
odpornost proti eritromicinu. Ravno tako nismo dokazali prisotnosti nobenega od genov za 
odpornost proti tetraciklinu (tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O)in tet(W)), ĉeprav naj bi 
bila pojavnost teh, še posebej tet(W) (Kazimierczak in sod., 2006) med bifidobakterijami, 
precej pogost pojav. Sharma in sod. (2014) v njihovem preglednem ĉlanku ugotavljajo, da 
je bila prisotnost genov tet(W), tet(M), tet(O), tet(W/32/O) in tet(O/W ugotovljena pri 
veĉih vrstah rodu Bifidobacterium; B. longum, B. breve, B. animalis ssp. lactis, B. bifidum, 
B. pseudocatenulatum in B. thermophilum. Mnoge od teh genov so v nekaterih primerih 
zasledili tudi na mobilnih genskih elementih, kot so transpozoni in plazmidi, medtem ko v 
naši raziskavi pri nobenem od testiranih sevov nismo zasledili niti fenotipske odpornosti 
proti tetraciklinu (vrednost MIC veĉja od 8 µg/ml). Duranti in sod. (2017) so v svoji 
raziskavi poleg številnih ostalih (pod)vrst bifidobakterij obĉutljivost za antibiotike 
preverjali tudi pri sevih, ki so pripadali isti (pod)vrsti bifidobakterij kot naši izolati. V 
raziskavo so vkljuĉili 6 sevov B. longum, 7 sevov B. animalis ssp. lactis in 8 sevov B. 
breve. Fenotipsko odpornost so zasledili le pri enem od teh sevov. Vrednost MIC B. 
longum ssp. suis LMG 21814 za antibiotik tetraciklin je namreĉ znašala 16 µg/ml.  
 
Fenotipsko odpornost proti tetraciklinu smo zasledili pri polovici testiranih sevov iz rodu 
Propionibacterium, proti kanamicinu pa pri enem sevu. Prisotnosti najpogojstejših genov 
proti tema dvema antibiotikoma nismo dokazali. Fenotipske odpornosti proti eritromicinu 
med propionibakterijami nismo ugotovili, ravno tako fenotipske odpornosti proti 
nobenemu od izbranih antibiotikov nismo zaznali pri streptokokih.  
 
Glede na to, da smo pri pozitivnih kontrolah dobili pozitivne rezultate (potrditev 
prisotnosti iskanega gena), lahko sklepamo, da smo dodali vse potrebne sestavine 
reakcijske mešanice, izbrali ustrezen PCR program in pogoje gelske elektroforeze. Za 
pozitivno kontrolo smo uporabili bakterije, za katere je znano, da njihov genom vsebuje 
zapis za doloĉen gen. Ena od pomanjkljivosti naše raziskave je bila, da nismo imeli 
pozitivnih kontrol za erm(T) in tet(O), tako ne moremo povsem zanesljivo trditi, da teh 
dveh genov v preiskovanih sevih ni. 
 
Kljub temu, da v naši raziskavi nismo dokazali prisotnosti najbolj pogostih genov za 
odpornost MKB in bifidobakterij proti eritromicinu, tetraciklinu in kanamicinu, ne moremo 
povsem izkljuĉiti moţnosti, da katera od fenotipsko izkazanih odpornosti ni posledica 
pridobljenih genov. Obstaja namreĉ verjetnost, da smo kakšen gen s PCR zgrešili, ker 
nismo uporabili ustreznih zaĉetnih oligonukleotidov, ki bi na ta gen nalegali bodisi ker je 
ta gen nekoliko drugaĉen od testiranih bodisi tega gena sploh še ne poznamo. Najverjetneje 
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pa gre v našem primeru pri veĉini testiranih sevov za mutacijo, zaradi katere postane 
doloĉen sev odporen proti višjim koncentracijam antibiotika kot ostali predstavniki vrste, 
ki ji ta sev pripada. Da povezava med fenotipsko odpornostjo in prisotnostjo genov za 
odpornost proti antibiotiku ni vedno linearna, so opazili tudi van Hoek in sod. (2008), kot 
tudi številni drugi raziskovalci. Smiselno pa bi bilo pregledati tudi seve, ki ne izkazujejo 
fenotipske odpornosti, saj je iz literature poznano, da kljub temu prenosljive gene lahko 
vsebujejo, a se ti v bakteriji niso izrazili (Sharma in sod., 2014), kar pa ne izkljuĉi 
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- Naša hipoteza, da humano mleko (kolostrum in zrelo humano mleko) vsebuje 
mleĉnokislinske bakterije in bifidobakterije, ki izkazujejo fenotipsko odpornost 
proti eritromicinu in/ali tetraciklinu, se je izkazala za pravilno.  
 
- V genomu preuĉevanih bakterij, ki so izkazovale fenotipsko odpornost proti 
eritromicinu ali tetraciklinu, nismo našli nobenega od iskanih genov, ki jih 
povezujejo z omenjenimi odpornostmi. Druge hipoteze nismo potrdili.  
 
- Prisotnost odpornosti proti kanamicinu pri velikem deleţu izolatov iz te raziskave, 
kakor tudi v drugih raziskavah, nakazuje potrebo po ponovni presoji primernosti s 
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Širjenje odpornosti proti antibiotikom predstavlja vse veĉji zdravstveni problem. Prisotnost 
odpornosti proti antibiotikom ni zaskrbljujoĉa le pri bakterijah, ki povzroĉajo bolezni 
(patogene bakterije), temveĉ tudi pri bakterijah, ki našemu zdravju niso škodljive ali imajo 
nanj celo ugoden vpliv. Te lahko namreĉ predstavljajo rezervoar mobilnih genskih 
elementov, povezanih z odpornostjo na antibiotike, pomembne v medicini. Enako velja za 
bakterije, ki se nahajajo v humanem mleku. Le to je eno najpomembnejših virov bakterij, 
ki po rojstvu naselijo naš prebavni trakt in kasneje prihajajo v stik s številnim bakterijami, 
ki potujejo skozi naša prebavila. Ker je do sedaj malo znanega ali lahko mikrobiota 
humanega mleka predstavlja rezervoar genov za odpornost proti antibiotikom, je bil cilj 
naše naloge ugotoviti, ali fenotipsko odporni izolati iz humanega mleka v genomu 
vsebujejo katerega od znanih genov za odpornost proti tetraciklinu, eritromicinu in 
kanamicinu. 
 
V raziskovalno delo smo vkljuĉili 39 vzorcev humanega mleka, od tega 1 vzorec 
kolostruma in 38 vzorcev zrelega humanega mleka. Iz teh vzorcev smo izolirali 92 
bakterijskih kolonij z gojišĉa Rogosa in 47 bakterijskih kolonij z gojišĉa WCA-mup. S 
pomoĉjo analize RAPD smo za sekvenciranje izbrali 36 izolatov z razliĉnimi vzorci 
pomnoţkov, od tega 23 izolatov z gojišĉa Rogosa in 13 z gojišĉa WCA. Rezultati 
sekvenciranja so pokazali, da je med našimi izolati najveĉ laktobacilov, in sicer 47 %. 
Preostali deleţ so predstavljale bakterije iz rodov Propionibacterium (17 %), 
Streptococcus (14 %), Bifidobacterium (11 %) in bakterije rodu Actinomyces (11 %). 
 
Med laktobacili so prevladovale bakterije vrste Lactobacillus gasseri, poleg njih smo 
odkrili še bakterije vrst Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei/casei, 
Lactobacillus rhamnosus in Lactobacillus vaginalis. Znotraj rodu Propionibacterium smo 
doloĉili vrsti Propionibacterium granulosum (67 %) in Propionibacterium avidum (33 %). 
Streptokoki so pripadali vrsti Streptococcus salivarius, bifidobakterije pa vrstama 
Bifidobacterium longum in Bifidobacterium breve.  
 
Tem bakterijskim sevom smo prikljuĉili še 56 predhodno izoliranih in sekvenciranih sevov 
iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium ter s pomoĉjo mikrodilucije in s strani EFSA 
doloĉenih mejnih vrednosti MIC, na podlagi katerih sklepamo o naravi odpornosti 
(naravna ali pridobljena), ugotavljali odpornost proti antibiotikom tetraciklinu, 
eritromicinu in kanamicinu. Na podlagi ugotovitev smo gene za odpornost proti 
eritromicinu (erm(A), erm(B), erm(C) in erm(T)) iskali pri 3 sevih, za odpornost proti 
tetraciklinu (tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O) in tet(W)) pri 10 sevih in proti kanamicinu 
(aac(6’)-aph(2’’), ant(6)-Ia in aph(3’)-IIIa) pri 52 sevih, vendar pri nobenem od testiranih 
sevov nismo uspeli dokazati prisotnosti katerega od teh genov. Genov za odpornost proti 
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kanamicinu nismo iskali pri bifidobakterijah in streptokokih, saj je zanje znaĉilna prirojena 
odpornost proti temu antibiotiku.  
 
Potrdili smo hipotezo, da bomo med bakterijskimi izolati iz humanega kolostruma in 
zrelega humanega mleka ugotovili ugotovili fenotipsko odpornost proti tetraciklinu in/ali 
eritromicinu. Naša druga hipoteza, da bomo v genomu teh izolatov našli katerega od 
znanih genov, povezanih z odpornostjo proti tetraciklinu in/ali eritromicinu, pa se je 
izkazala kot napaĉna. Izraţena fenotipska odpornost pri naših izolatih tako najvertneje ni 
bila pridobljena, ampak rezultat mutacij, ali pa se zapis zanjo nahaja na genih, ki jih bodisi 
v našo raziskavo nismo vkljuĉili bodisi jih še ne poznamo. Kar se tiĉe odpornosti proti 
kanamicinu, ki smo ga v raziskavo vkljuĉili naknadno, pri laktobacilih pa menimo, da 
prisotnost odpornosti pri velikem deleţu izolatov tako v naši kot tudi drugih raziskavah 
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